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RESUMO

A coleta de hemocomponentes por equipamentos de aférese tem aumentado muito
nos ultimos anos, sendo considerado um avan¢go na medicina transfusional, pois
possibilita a retirada de um ou mais componentes de um doador Unico resultando em
um hemocomponente padronizado e de alta qualidade. No entanto, os intervalos
entre as doagbes de plaguetaférese em geral sdo curtos, podendo haver perda de
células a cada doacao e potencial desregulacdo do sistema hematopoiético. Pode
ocorrer ainda um possivel efeito patogénico apdés passagem das células pelo
equipamento de aférese e ativacao neutrofilica. Diante disso, ha a preocupacao se
isso acarretaria riscos a saude do doador em longo prazo. Objetivo: O objetivo
deste estudo foi avaliar a perda da expressdo de proteinas ancoradas ao
glicosilfosfatidilinositol (GPI), presenca de clone HPN (hemoglobindria paroxistica
noturna) e ativacdo de neutrofilos em doadores de plaguetaférese de repeticao.
Métodos: Estudo de caso controle, sendo 44 amostras de doadores de
plaguetaférese de repeticdo e 44 doadores de sangue total controle. Foram
coletadas amostras de sangue periférico, marcadas com os anticorpos monoclonais
CD157, CD45, CD64, CD10 e FLAER (do inglés, Fluorescent Aerolysin, aerolisina
fluorescente) e analisadas por citometria de fluxo. Para andlise de ativacdo de
neutréfilos, foram analisadas 17 amostras de doadores de plaquetaférese de
repeticdo e 17 amostras de doadores de sangue total marcadas com CD64.
Conclusédo: Nao foram encontradas alteracdes significativas na expressdo das
proteinas ancoradas ao GPl e na expressdo de CD64 entre os doadores de
plaguetaférese de repeticdo e o0s controles. Sugere-se que a doacdo de
plagquetaférese de repeticdo ndo altera a expressao de proteinas ancoradas ao GPI,
nao gera clone HPN tampouco altera a expressdo de CD64. Palavras-chave:

plaquetaférese, GPI, HPN, ativacdo de neutrdfilos.



ABSTRACT

The collection of hemocomponents through apheresis equipment has increased
much in recent years, which is considered an advance in transfusion medicine
because it enables the withdrawal of one or more components from a single donor,
resulting in a standardized and high-quality hemocomponent. Nonetheless, the
intervals between the plateletpheresis donations are generally short, which can
cause loss of cells in each donation and potential dysregulation of the hematopoietic
system. What can also happen is a possible pathogenic effect after the transit of the
cells through the apheresis equipment and neutrophilic activation. In light of this
situation, there is the concern about whether that brings risks to the donor’s health, in
the long term. Objective: the objective of this study was to evaluate the loss in the
expression of some glycosylphosphatidylinositol-anchored (GPI-anchored) proteins,
the presence of PNH clone and neutrophils activation in repeated plateletpheresis
donors. Methods: Case-control study using 44 samples of donors of repeated
plateletpheresis and 44 samples of donors of whole-blood donors as controls.
Peripheral blood samples were collected into tubes containing EDTA, marked with
CD157, CD45, CD64, CD10 and FLAER monoclonal antibodies, and analyzed by
flow cytometry. For the analysis of neutrophil activation, 17 samples of repeated
plateletpheresis donors and 17 samples of whole-blood donors, both marked with
CD64 were analyzed. Conclusion: No alteration in the expression of
glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins and in the CD64 expression was
found. It is suggested that repeated plateletpheresis donation does not alter the
expression of GPl-anchored proteins, does not generate PNH clone and neither
alters the expression of CD64.

Key words: plateletpheresis, GPI, PNH, neutrophil activation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Estratégia de busca de referéncias bibliograficas sobre as bases que
fundamentam os objetivos deste estudo 15

Figura 2- Separacdo de hemocomponentes por centrifugacao 18

Figura 3- Molécula GPI que mantém diversas proteinas aderidas a membrana
plasmética 23

Figura 4- Proteinas de superficie ancoradas com GPIl em células hematopoiéticas 24

Figura 5- Esquema marco tedrico 33



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Exemplos de proteinas ancoradas ao GPI, sua fung&o e principal
distribuicao celular

25



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AABB: American Association of Blood Bank- Associacdo Americana de Banco de
Sangue

AChE: acetylcholinesterase, acetilcolinesterase

ADP-RT: mono ADP-ribosyl transferase, ADP-ribosiltransferase mono
ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

CD: Cluster of differentiation

DAF: decay accelerating factor, Fator de aceleracdo do decaimento
DNA: deoxyribonucleic acid, &cido desoxirribonucleico

EDN: eosinophil-derived neurotoxin, neurotoxina derivada de eosinofilos
Fas: receptor de morte

FC: Fracgéo cristalizavel de imunoglobulina

Fcy: Fracao cristalizavel de imunoglobulina G

FcyRI: Receptor do Fcy | ,também denominado CD64

FcyRIl: Receptor do Fcy Il, também denominado CD32

FcyRIll: Receptor do Fcy I, também denominado CD16

FDA: Food and Drug Administration

FLAER: Fluorescent Aerolysin, aerolisina fluorescente

GPI: glicosilfosfatidilinositol

Hb: hemoglobina

Hct: hematdcrito

HLA: Human leukocyte antigen, antigeno leucocitario humano
HPN: Hemoglobinuria Paroxistica Noturna

IFN-y: Interferon gamma, interferon gama

IgG: imunoglobulina G

IL-2: Interleukin-2, interleucina-2



ILT: immunoglobulin-like transcript, transcrito semelhante a imunoglobulina
IPIG: International PNH Interest Group

LAP: leukocyte alkaline phosphatase, fosfatase alcalina leucocitaria

MIRL: membrane inhibitor of reactive lysis, inibidor de membrana da lise reativa
NET: neutrophil extracellular traps, redes extracelulares dos neutrofilos

NK: Natural Killer

N°: namero

PIG-A: phosphatidyl inositol glycan - class A, PIG-A, fosfatidilinositol glicano - classe
A

PrPc: prion protein, proteina prion

sHLA-I: soluble human leucocyte antigen class | , antigeno leucocitario humano
soltvel de classe |

SMD: sindrome mielodisplasica

TNF-a: Tumor Necrosis Factor Alpha, fator de necrose tumoral alfa



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt ettt ettt ettt et e et et e et e s te et e e e eeeeeaaeeaens 12
2. REVISAO DA LITERATURA ......ooitieeeeet ettt st en e en et en e aenn s 14
2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES........ 14
PLAQUETAFERESE ......o.vivitieeeeteteeee ettt ettt st en s aeeeas 16
EFEITOS ADVERSOS DA DOACAO DE PLAQUETAFERESE .......ccccoceveeveveieeeveenans 17
EQUIPAMENTOS DE AFERESE .........ccieiieteeeeeieteeeteieeeee e eeeee e es e en e n s sanneas 17
RISCO DE IMUNOSSUPRESSAO E DOACAO DE PLAQUETAFERESE DE
REPETICAQ ...ttt ettt n et n et en et e e en s aneeas 19
ATIVACAO DE NEUTROFILOS ......oooveeeeeeteeeeeee ettt en e es st naenen e, 19
RECEPTORES FCY ..ottt ettt eas s s et es st een s aeaens 21
EXPRESSAQ DE CDBA4.......cocuvvveieeeeeeeeeeeeeeteee et es e es e esn s saeseas 21
PLAQUETAFERESE E ATIVACAO DE NEUTROFILOS ......ccoovoveveeeeeceeeeveeeee e 21
PROTEINAS ANCORADAS AO GPl.....coveieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen e es e en e n s nannees 22
HPN (HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOTURNA) ......oooiiiireieeeeeieeeeeeeee e 26
INSUFICIENCIA DA MEDULA OSSEA ..ottt 27
CLASSIFICACAO DE HPN ..ottt reaae s 28
CONDICOES ASSOCIADAS COM PRESENCA DE CLONE HPN .........ccooveveveiiereienne 28
DIAGNOSTICO POR IMUNOFENOTIPAGEM.......c.coooviieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
TN [ 1S3 =107 1V N 31
4. MARCO TEORICO ......c.couiiieeeeeeeeeeeeeee ettt ettt seneaae e, 32
IO = N = 1 1 V7@ 1 3OO 34
5.1  OBJETIVO PRIMARIO. ......coiiiieiieeeeeeeeeeeeeee et n s 34
5.2  OBJETIVOS SECUNDARIOS .......ccooiietieeeteeeeeeeeeeeeteeee ettt 34
B. REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt reaae e 35
2N 2 3 1 T OO ROOR 41
8. CONSIDERACOES FINAIS.......ocoiieeeeeeteee et e et en et n s s e 50

9. PERSPECTIVAS FUTURAS ...t 51



12

1. INTRODUGCAO

A doacéao de plaquetas por aférese ou plaguetaférese consiste na coleta de
um grande numero de plaquetas obtidas de um Unico doador resultando em um
produto padronizado e de alta qualidade. Nos ultimos anos, 0 uso de plaquetas
coletadas por aférese tem crescido consideravelmente.

Dentre as diversas vantagens sobre a transfusao de plaquetas randémicas se
destacam a diminuicdo da exposicdo a multiplos doadores e sua utilidade em
pacientes que apresentam refratariedade plaquetaria.

Apesar da doacdo de plaquetaférese ser um procedimento seguro para o
doador, ha uma preocupacédo em relacdo aos efeitos adversos de longo prazo. Um
dos fatores que contribuem para essa preocupacdo € o fato de que a doacao de
plagquetas pode ocorrer com uma frequéncia maior do que a doacdo de sangue total,
com um intervalo minimo de 48 horas entre as doacdes de plaquetaférese. Além
disso, estudos demonstraram que na doacdo de plaquetaférese € perdida uma
guantidade de leucocitos. Dessa forma, a preocupacdo é que, em longo prazo, haja
uma perda significativa de células sanguineas do doador, podendo ocasionar um
quadro de possiveis alteracdes imunolégicas.

Diante dessa perda de leucdcitos, o doador de plaquetaférese de repeticdo
pode estar mais propenso a mutacdes adquiridas que levam a disturbios como
hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN) devido a hiperestimulagdo da medula
0ssea na tentativa de compensar essa perda celular. Logo, € importante avaliar se
estes doadores apresentam potencial clone HPN. Considerando o possivel efeito
patogénico da passagem das células pelo circuito dos equipamentos de aférese, que
por efeito mecanico, adsorcdo ou downregulation pode ocasionar a perda de
proteinas da membrana celular, é relevante avaliar se as células demonstram
auséncia ou diminuicdo de proteinas ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI).

Além disso, ha outra questdo importante, muito pouco estudada, que se trata
da ativacdo dos neutrofilos pds-processo de plaquetaférese, o que pode ocasionar
alteracdes funcionais nos neutrofilos dos doadores.

Até o momento, as questdes de seguranca relacionadas aos doadores de
plaquetaférese sdo mais direcionadas aos efeitos adversos de curto prazo, no

entanto, as possiveis consequéncias em longo prazo podem ir muito mais além do
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que ¢é demonstrado atualmente. Estas possiveis consequéncias podem ser
decorrentes dos efeitos metabdlicos cumulativos da doacdo de plaguetaférese de

repeticao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS
INFORMACOES

Esta revisdo da literatura estd focada na importancia da transfusdo de
plaquetaférese, garantir intervalos de doacdo seguros para o doador, visando a
integridade do sistema imune do doador de repeticdo. A estratégia de busca
envolveu as seguintes bases de dados: LILACS (http://lilacs.bvsalud.org), SciELO

(http://www.scielo.org) e PubMed (http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed), no periodo

de 1996 a 2016. Foram realizadas buscas através dos termos “plateletpheresis”,
“paroxysmal nocturnal hemoglobinuria”, “glycosylphosphatidylinositol anchors”’,
“neutrophil activation”, “Fc gamma receptors”, “CD64 antigens”, “bone marrow failure

syndromes” e suas combinacdes apresentadas na Figura 1.


http://www.scielo.org/
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Figura 1. Estratégia de busca de referéncias bibliograficas sobre as bases
que fundamentam os objetivos deste estudo. Caixas em cinza indicam 0s
artigos que foram incluidos na revisdo de acordo com os critérios de incluséo.
Este € o resultado da busca da combinacdo das palavras-chave.Fonte:
Elaborado pela Autora (2016)
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PLAQUETAFERESE

Por volta da década de 50, as transfusdes de plaquetas se mostravam
efetivas na reducéo da mortalidade por hemorragia em pacientes com leucemia e,
desde entdo, sua utilizacdo vem crescendo e aperfeicoamentos, tanto na coleta,
quanto no armazenamento, eficacia e seguranca vém sendo realizados®.

Nos ultimos anos, o nimero de pacientes recebendo transfusdo de plaguetas
tem aumentado e conforme estimativa da American Association of Blood Banks
(AABB), mais de 70% das transfusées séo profilaticas?.

Na pratica clinica, o uso de plaquetas é frequente nos casos de prevencéao e
tratamento de hemorragias em pacientes trombocitopénicos ou com disfuncéo

plaquetaria, pacientes com doencas hematolégicas™

e pacientes submetidos a
quimioterapia®.

Os componentes plaquetarios podem ser obtidos por doacédo de sangue total
(buffy-coat ou plasma rico em plaquetas®) ou doacéio de aférese’.

Aférese € uma palavra grega que significa “separar” ou “remover”’, que
consiste em coletar sangue total e separa-lo, sendo este procedimento utilizado para
coletar um ou mais componentes especificos do sangue, como plaquetas, plasma e
células-tronco’. A coleta de hemocomponentes através de equipamentos de aférese
tem aumentado muito nos Ultimos anos® e é considerado um avanco na medicina
transfusional®, pois possibilita a retirada de um ou mais componentes de um Gnico
doador, resultando em um hemocomponente padronizado e de alta qualidade®’ com
boa pureza e volumes consistentes®®.

As novas tecnologias disponiveis e o aumento das indicacbes médicas e
cirlrgicas para transfusdo de plaquetas tém aumentado o uso de plaquetaférese’,
sendo um dos hemocomponentes altamente exigidos na transfuséo de sangue®.

A utilizacdo de plaquetas por aférese apresenta diversas vantagens em
relacdo a utilizacdo de um pool de plaquetas randémicas: menor risco de
contaminacdo bacteriana, de transmissdo de doencas infecciosas'’® e de
aloimunizacdo, devido a menor exposicdo a doadores e padronizacdo do
procedimento’. Também é de grande utilidade nos casos de refratariedade
plaguetaria, onde os pacientes necessitam de plaquetas HLA (do inglés, Human

leukocyte antigen, antigeno leucocitario humano) compativeis™®.
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Entretanto a doacéo de plaquetaférese pode ter algumas desvantagens como:
alto custo, disponibilidade de doadores® e alguns pequenos riscos e problemas
associados ao procedimento, como circulacao extracorporal, ativacado de plaquetas,
toxicidade ao citrato, hipocalcemia, imunodeficiéncia por perda de células®, ativagéo
de neutréfilos™®, entre outros.

A doacédo de um unico doador de plaquetaférese € suficiente para, no minimo,
uma dose terapéutica, enquanto que para se obter um pool para transfusdo em
adultos equivalente a uma dose terapéutica, sdo necessarias de 4-6 plaquetas
randdmicas provenientes de coleta de sangue total**%°,

Conforme a AABB e Portaria n°® 158 de 4 de fevereiro de 2016°, uma
unidade de plaquetas por aférese deve conter, no minimo, 3 x 10** plaquetas e o
intervalo entre as doacdes de plaguetaférese deve ser de, no minimo, 2 dias, ndo
podendo exceder duas doagdes por semana, tampouco, mais de 24 doacgbes por

ano.

EFEITOS ADVERSOS DA DOACAO DE PLAQUETAFERESE

A doacdo de plaquetaférese pode ocasionar, assim como a doacdo de
sangue total, reacBes gerais como fraqueza, sudorese, palidez, ndusea e desmaio
durante ou apds a doagao®.

Os efeitos adversos dos procedimentos de doacdo de aférese sdo bem
descritos na literatura, sendo mais comuns aqueles relacionados a utilizacdo de
citrato durante a coleta, porém s&o facilmente contornados™?.

Diversos efeitos adversos em curto prazo envolvidos no processo de
plaguetaférese sdo estudados, entretanto os dados de efeitos adversos em longo

prazo s&o muito mais complexos® e pouco explorados.

EQUIPAMENTOS DE AFERESE

Atualmente, existem diversos equipamentos de aférese, nos quais o principio
de separagdo dos hemocomponentes € 0 mesmo. No entanto, o que os diferenciam
€ o tipo de fluxo, que pode ser continuo ou intermitente e a tecnologia utilizada por
cada equipamento, gerando um produto de melhor ou pior qualidade, podendo

interferir nos efeitos adversos do doador'®,
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A técnica de coleta por aférese refere-se a retirada de sangue total, o qual é
centrifugado/filtrado e os seus componentes sao separados conforme densidade,
peso e tamanho. Os elementos mais densos, eritrécitos, ficam no fundo, seguidos
dos leucocitos e plaquetas e por fim, o plasma (Figura 1). Entdo, posterior a
separacao, remove-se 0 hemocomponente de interesse e os demais retornam ao
doador>*’,

Conforme demonstrado na figura 2, acima da camada de eritrécitos, esta a
camada leucoplaquetéria, na qual encontram-se plaquetas e leucécitos. A separacao
destes grupos celulares nesta camada € muito discreta, onde os mais densos ficam

no fundo (granulécitos), seguidos dos monécitos, linfécitos e plaquetas™’.

Figura 2. Separacéo de hemocomponentes por centrifugacdo®’.

Embora o0s separadores de células automatizados para coleta de
plaquetaférese utilizados atualmente causem perdas significativamente menores de
células vermelhas quando comparados a equipamentos mais antigos'®, estudos
mostram que ainda h& diminuicdo importante dos indices de hematdcrito (Hct) e

181911 'podem ser decorrentes da

hemoglobina (Hb) apés doacéo de plaquetaférese
perda de volume no kit de aférese, técnica aplicada e hemdlise mecanica
ocasionada pelas bombas de pressdo do equipamento, sendo que ainda néo deve

ser desconsiderado o tipo de separador utilizado™®.
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RISCO DE IMUNOSSUPRESSAO E DOACAO DE PLAQUETAFERESE DE
REPETICAO

Em meados de 1970 e 1980, a preocupacdo em relacdo a perda de células
era devido aos equipamentos de coleta de plaquetaférese da época, dos quais, as
unidades de aférese continham grande quantidade de leucdcitos. Atualmente, com o
avanco tecnolégico, os equipamentos de plaguetaférese tem se aperfeicoado e as
unidades de plaquetas apresentam contaminacdo minima de células®.

A cada coleta de plaquetaférese, é perdida uma quantidade de leucécitos,
que varia de 3 x 10° e 1 x 10* células®’. Considerando a taxa diaria de producao
celular, a perda de células na doacdo de plaquetas pode ser irrelevante para o
sistema hematopoiético, portanto a soma das perdas decorrentes de cada doacédo
pode equivaler a anos de producédo de células sanguineas no estado estacionario do
individuo. Teoricamente, a doacdo de sangue total e plaquetaférese em longo
prazo influencia na renovacdo das células-tronco, porém sdo escassos 0s estudos
avaliando se a estimulacdo repetitiva do sistema hematopoiético pode afetar o
turnover das células-tronco hematopoiéticas?.

Devido a problematica da imunossupressao resultante dessa perda de
leucécitos, o Food and Drug Administration (FDA), em 2005, publicou diretrizes para
intervalos minimos de doacéo relacionados as doses de plaquetas coletadas; quanto
maior a dose coletada, maior o intervalo entre as doages?*%.

No entanto, a legislacao brasileira ndo diferencia doadores de plaguetas de
doses simples e doadores de doses multiplas (dupla ou tripla). Ambos podem doar
até 24 vezes ao ano, ndo excedendo 2 doacdes semanais e com intervalo minimo

de 48 horas entre cada doacdo®**

, podendo assim, aumentar o risco de efeito
adverso no doador.

Na literatura, ndo ha consenso quanto aos efeitos causados nos doadores de
plaquetaférese de repeticdo®. Além disso, os estudos s&o escassos e muitos deles,

utilizando equipamentos de aférese antigos.
ATIVACAO DE NEUTROFILOS

Os neutrofilos representam a primeira e principal linha de defesa contra

invasdo de patégenos® e sdo os leucécitos mais abundantes do sangue®®?’. Em
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condi¢cdes normais, os neutrofilos permanecem em estado de repouso, evitando
danos aos tecidos®.

Apés maturacdo, os neutréfilos migram da medula 6ssea para a circulacao
sanguinea e quando ocorre uma lesdo, presenca de patdégenos e/ou infeccdo, o
hospedeiro ou produtos secretados pelo patdogeno produzem sinais quimicos
inflamatérios, desencadeando uma sequencia de respostas no organismo?.

Entdo, ao serem expostos a antigenos bacterianos e mediadores endoégenos,
0s neutrofilos se ativam e passam a atuar no processo de resposta inflamatoria
aguda®®. Logo apds a entrada nos sitios de infeccdo, os neutréfilos se ativam,
liberando proteinas dos granulos, ativando a capacidade fagocitica e producdo de
armadilhas visando a destruicdo do patégeno®. No entanto, é valido observar que a
ativacdo dos neutréfilos nem sempre é benéfica para o hospedeiro, podendo causar
dano tecidual indesejavel no individuo®®#°?’.

Os neutréfilos maduros migram para os locais de infeccdo extravascular
seguindo um fluxo mediado pela interacdo entre 0s receptores presentes nos
neutrofilos e a superficie do endotélio. Primeiramente, o endotélio, estimulado por
citocinas, expressa duas moléculas de adesdo chamadas de E- selectina e P-
selectina que se ligam fracamente aos carboidratos de superficie do neutréfilo. As
fracas ligacdes se fazem e desfazem sucessivamente, ocasionando o rolamento dos
leucocitos atraves do endotélio. Os leucdcitos expressam as integrinas (moléculas
de adesao) que permitem aos neutrdéfilos interagir com as moléculas de adeséo do

endotélio e se aderir firmemente ao endotélio®®?,

Logo, o leucécito realiza o
processo de diapedese através das células endoteliais e comeca a transmigrar em
direcdo aos locais de infeccdo, onde a ativacdo completa dos neutrdfilos leva a
fagocitose e morte do patégeno devido aos mecanismos de producdo de espécies
reativas de oxigénio, desgranulacdo e NET (do inglés neutrophil extracellular traps,
armadilhas extracelulares dos neutréfilos)®.

A trombose e inflamacdo estdo diretamente associados em processos

fisiopatoldgicos que envolvem ativacéo de plaquetas e leucécitos**.

Apos ativado,
o neutrofilo libera espécies reativas de oxigénio e proteases, que possuem influéncia
em plaquetas e células endoteliais, podendo alterar o equilibrio hemostatico para um

estado pré-trombético®.
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RECEPTORES FCY

Os receptores Fc gama séo glicoproteinas expressas na superficie dos
leucécitos e de outras células aos quais a por¢cdo Fc das imunoglobulinas IgG se

ligam?3'32

e induzem a diversas respostas imunoldgicas como defesa do organismo
contra agentes estranhos®:,

Os receptores Fcy fazem ligacdo da resposta imune adaptativa com as
células efetoras do sistema imune inato (macrofagos, células dendriticas, neutréfilos,

células NK (Natural Killer) e mastdcitos)3"?

, estimulando a fagocitose e a
citotoxicidade celular dependente de anticorpo®* e recrutamento de células
inflamatérias™.

Os receptores Fcy sédo geralmente divididos em trés principais classes que
diferem em estrutura, funcado e populacao celular: FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32), and

FcyRIll (CD16)%.

EXPRESSAO DE CD64

O FcyRI (CD64) € um receptor de IgG de alta afinidade ao qual se liga a IgG
monomerica, sendo expresso principalmente por mondcitos e macréfagos, e
também por muitas células progenitoras miel6ides®.

A expressdo do CD64 nos neutréfilos de individuos saudaveis é muito

36,37

baixa®°’, no entanto, ela é armazenada no fluido intracelular e pode ser ativada por

estimulos exdgenos ou endégenos®, levando a um aumento da expressdo apés a

337139 sendo considerado um marcador de ativacdo de

ativacdo dos neutrofilos
neutréfilos®. Esse aumento da expressdo ocorre devido a estimulacdo exercida
pelas citocinas inflamatérias sobre os neutréfilos®. Uma vez que o estimulo de

ativacéo desaparece, a expressdo de CD64 retorna ao seu nivel basal.

PLAQUETAFERESE E ATIVACAO DE NEUTROFILOS

A exposicao do sangue com superficies artificiais e forgas externas, como a

centrifugacdo, em dispositivos com circulacdo extracorpérea, como ocorre nos
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procedimentos de aférese, pode levar a ativacdo de componentes do sistema imune,
como sistema do complemento, neutréfilos e também de plaquetas®®.

Estudos recentes tém demonstrado o efeito imunomodulador induzido pelo

procedimento de aférese. Conforme os neutréfilos e linfécitos vao rolando pelo
circuito de aférese e durante a centrifugacdo, o sHLA-I (do inglés, soluble human
leucocyte antigen class | , antigeno leucocitario humano solavel-classe 1) é
adsorvida do plasma e se liga aos polimeros sintéticos do plastico da bolsa de
coleta® %,
Os polimeros sintéticos utilizados na fabricacdo dos circuitos de aférese tem
demonstrado adsorverem altas quantidades de proteinas, incluindo as de maior
peso molecular, como a imunoglobulina IgG e as moléculas de sHLA-I, que tem
peso molecular e estrutura semelhantes as IgG™*.

Assim, durante a doacdo de plaquetas, os neutrofilos podem ser ativados
devido ao rolamento pelo circuito durante o procedimento e serem ligados através
das suas moléculas ILT (do inglés, immunoglobulin-like transcript, transcrito

Y

semelhante a imunoglobulina) as moléculas sHLA-I adsorvidas aos polimeros,
tornando-se sensivel aos efeitos da imunomodulacdo por sHLA-I*14%43,

Essa ativacdo dos neutréfilos decorrente da ligacdo com o plastico da bolsa
de coleta durante o procedimento de plaquetaférese é transitoria, pois as células do
doador sdo saudaveis*, entretanto ndo se sabe se em longo prazo essa repetida
ativacdo dos neutrofilos dos doadores de repeticdo de plaquetaférese nao trara
danos ao sistema imune do doador.

Os neutrdéfilos sdo importantes mediadores de processos inflamatérios e a
ativacao artificial destes, pode comprometer sua funcdo in vivo. Entretanto, esse
mecanismo de ativacdo de neutréfilos decorrente do processo de plaquetaférese é
muito pouco estudado, além de existirem diversas variaveis entre 0s equipamentos

de aférese e poucos dados fazendo comparacées entre elas™®.

PROTEINAS ANCORADAS AO GPI

O (glicosilfosfatidilinositol (GPI) é um glicolipidio complexo que ancora
algumas glicoproteinas de superficie & membrana celular por meio de uma ligacdo
covalente ao terminal C das proteinas, sendo imprescindivel para o funcionamento

adequado de células eucariéticas*>*° (Figura 3).
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Figura 3. Molécula GPI que mantém diversas proteinas aderidas a

membrana plasmatica®.

As proteinas ligadas ao GPI desempenham diversas fun¢cdes como antigenos
de superficie celular, receptores de sinalizacdo, moléculas de migracdo®*’, enzimas,
moléculas de adesao, proteinas reguladoras do complemento e outras proteinas
importantes imunologicamente*®.

E sabido que as proteinas ancoradas ao GPI relacionadas com
hemoglobinudria paroxistica noturna (HPN) atuam na insuficiéncia da medula

4950 "norém esse mecanismo ainda ndo é bem claro®®*'. Portanto, além dos

0ssea
casos suspeitos de HPN, a expressao de proteinas ancoradas ao GPI deveria ser
avaliada em casos de sindrome de faléncia de medula 6ssea®.

A deficiéncia de proteinas ancoradas ao GPI sem HPN clinico foi relatada em
individuos normais, sob terapia imunossupressora ou em outras doencas
hematol6gicas™.

Atualmente, sdo conhecidas, no minimo, 27 diferentes proteinas ligadas ao
GPI*?, as quais estdo descritas na figura 4. Abaixo, segue tabela com algumas
proteinas ancoradas ao GPIl com suas respectivas fungcbes e principal distribuicao

celular (Tabela 1).
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Figura 4. Proteinas de superficie ancoradas com GPlI em células

hematopoiéticas.

Antigenos de grupos sanguineos estdo em {}.

Expressao apos ativacdo ou apenas em um subgrupo de células estd em

(). Abreviaturas: PrPc, proteina prion; AChE, acetilcolinesterase; LAP,

fosfatase alcalina leucocitaria; EDN, neurotoxina derivada de eosinéfilos;

ADP-RT, ADP-ribosiltransferase mono®2.
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Tabela 1. Exemplos de proteinas ancoradas ao GPI, sua fungdo e principal

distribuicdo celular. Fonte: adaptado pela autora (2016).

Marcador Funcao Pr|n~0|pal
expressao celular
CD14 Receptor de endotoxina™ Mondcitos,
macrofagos,
granulécitos®?
CD16b Transducéo de sinal; recrutamento de Neutréfilos®

(FcyRIIIB)  neutréfilos mediada por imunocomplexos®

CD24 Ades3o celular® Granuldcitos e
linfocitos B>2

CD55 DAF (do inglés decay accelerating factor, Eritrécitos,
Fator de queda aceleragao); Limita a granuldcitos,
formacéo das convertases C3 (regulacéo do mondcitos™>,
complemento)>> plaquetas e
linfocitos®
CD58 Adesdo celular, liga C2 as células T*° Plaquetas,
granuldcitos,
mondacitos e
linfécitos™
CD59 MIRL (do inglés, membrane inhibitor of Eritrécitos,
reactive lysis, inibidor de membrana da lise granulécitos®,
reativa); inibe a formacédo do complexo de plaquetas,
ataque & membrana do complemento® mondcitos e
linfocitos>
CD90 Ades&o celular®’ Células-tronco,
fibroblastos,
neurdnios e
células endoteliais
ativadas®’
CD109 Desconhecida®® Células-tronco
hematopoiéticas
(algumas),
plaguetas
ativadas e

linfécitos T°8

CD157 Desempenha um papel no crescimento de Neutrdfilos e
células pré-B>°. Atua como ectoenzima e mondcitos
receptor®; adesado e migracéo de normais>®

neutrofilos®
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HPN (HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOTURNA)

A hemoglobindria paroxistica noturna (HPN) é uma doenca rara e adquirida
55,59

7

Clinicamente ¢é caracterizada por
46,49,59

de células-tronco hematopoiéticas
hematopoiese anormal, hemdlise intravascular e propenséo a trombose

A doenca € desencadeada pela expansdo clonal de células-tronco
hematopoiéticas que apresentam uma mutagdo somatica no gene PIG-A (do inglés,
phosphatidyl inositol glycan - class A, PIG-A, fosfatidilinositol glicano - classe A),

localizado no cromossomo X°*°%°!

, que codifica a enzima N-acetilglicosamina
transferase, responsavel pela sintese da ancora GPI®*®3. Decorrente da alteragéo
genética no gene PIG-A e consequente incapacidade de produzir uma enzima
funcional, ha uma deficiéncia na sintese da molécula GPI que causa auséncia total

ou parcial das proteinas ancoradas a molécula GPI%*%2,

Todas as linhagens
celulares e seus progenitores sdo acometidos, porém, linhagens linfoides
geralmente tem menor extensao®?.

Ainda, a hematopoiese € caracterizada por um turnover continuo
impulsionado pela replicacdo de células-tronco hematopoiéticas. Cada vez que as
células-tronco hematopoiéticas se replicam ha um risco pequeno, mas finito de
adquirir mutacdes no DNA, que podem levar a desordens genéticas adquiridas como
HPN®.

Sao descritos varios tipos de mutagdes como delecdes, insercdes e mutacdes
pontuais ao longo de toda regido codificadora do gene PIG-A®®. H4 questionamentos
se o0 clone HPN surge de uma deficiéncia primaria de células normais ou se é
decorrente de uma vantagem de crescimento das células progenitoras mutadas®’.

A hipétese mais aceita € de que, apdés a mutacdo no gene PIG-A, as células
HPN tenham uma vantagem de crescimento, dependente do ambiente da medula
O0ssea. Assim, a expansdo das ceélulas HPN se deve ao fato de as células T
autorreativas dirigidas contras as proteinas ancoradas ao GPI atacarem as células-
tronco hematopoiéticas normais, poupando as células HPN e levando a expanséo
clonal destas células mutadas®-°" .

No entanto, em 2000, um estudo realizado nos Estados Unidos, verificou que
ndo ha vantagem de crescimento das células HPN em relac&o as células normais e
que além disso, as células normais tem um defeito de crescimento®. Esse defeito

pode estar atribuido a maior susceptibilidade a apoptose decorrente do aumento da
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expressdo do receptor Fas nestas células ndo mutadas®°®. A conclusdo do estudo é
de que, além da mutacdo no gene PIG-A, é preciso que as células normais tenham
uma lesdo concomitante para que as células HPN se expandam®.

Acredita-se que as mutacdes no gene PIG-A sdo necessarias, mas
insuficientes para desencadear HPN*®. Logo, a fisiopatologia do HPN consiste em
dois mecanismos centrais; insuficiéncia da medula O6ssea/ambiente medular
desfavoravel, hipoplasico e presenca de células com diminuicdo ou auséncia de

proteinas ancoradas ao GPI°%°,

INSUFICIENCIA DA MEDULA OSSEA

A medula 6ssea é um tecido funcional que pode ser insuficiente em diversas
condicdbes como doencas infecciosas, doencas malignas hematolégicas e néao
hematoldgicas, deficiéncias nutricionais, entre outros’.

Ainda, a insuficiéncia da medula 6ssea esta presente em todos pacientes com
HPN, mesmo que suas contagens celulares no sangue periférico sejam normais>?.

Uma pequena populagdo de células com deficiéncia de proteinas ancoradas
ao GPI pode estar presente em pacientes com faléncia da medula 6ssea e nao
apresentam sinal clinico e laboratorial de hemélise.

O grau de faléncia da medula 6ssea pode variar desde apenas uma reducdo
do nimero de células-tronco até um quadro como anemia aplastica severa®. As
causas da insuficiéncia da medula O6ssea relacionadas ao HPN sdo pouco

%258 norém muito provavelmente, sdo multifatoriais®.

conhecidas

E sabido que as citocinas tem papel no condicionamento da medula éssea e
no crescimento das células-tronco. Foi visto que na anemia aplastica, doenca
relacionada com HPN, houve uma expressdo aumentada de TNF-a (do inglés,
Tumor Necrosis Factor Alpha, fator de necrose tumoral alfa), IFN-y (do inglés,
interferon gamma, interferon gama) e IL-2 (do inglés, Interleukin-2, interleucina-2),
desencadeando dano na medula 6ssea®’. Ainda, é relatado que a exposic&o crénica
a essas citocinas, pode ser prejudicial a medula 6ssea’.

Estudo realizado na Italia, 2004, relatou que o clone HPN é mais resistente
aos efeitos inibitérios de IFN-y e TNF-a, sugerindo que as células HPN podem ter

uma vantagem de crescimento em um microambiente desfavoravel®.
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Tem sido sugeridas diferentes hipdteses para tentar explicar a fisiopatologia
da falha na medula 6ssea mediante o clone de HPN: deficiéncias intrinsecas de
células-tronco ou um dano extrinseco imunomediado e um ambiente medular

desfavoravel®!,

CLASSIFICACAO DE HPN

O International PNH (do inglés, Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria,
hemoglobinuria paroxistica noturna) Interest Group (IPIG), que realiza estudos sobre
HPN, classificou a doenca em trés subgrupos: “HPN classico”, que sao os pacientes
que apresentam evidéncia clinica de hemdlise intravascular, grande clone HPN,
porém sem evidéncias de anormalidade na medula 6ssea. Os pacientes que
apresentam evidéncia clinica e laboratorial de hemdlise, que tém ou tiveram histéria
de anormalidade da medula 6ssea sao incluidos no subgrupo “HPN no contexto de
disturbio da medula éssea”. E por fim, os pacientes que ndo apresentam evidéncia
clinica e laboratorial de hemdlise, porém apresentam pequenas populacdes de
células deficientes de proteinas do GPI, como nos casos de sindrome
mielodisplasica (SMD) e anemia aplastica sédo classificados como “HPN subclinica”,

sendo associada com a sindrome de faléncia da medula éssea*® 2.

CONDICOES ASSOCIADAS COM PRESENCA DE CLONE HPN

A presenca de clone HPN tem sido frequentemente detectadas em pacientes
com anemia aplastica adquirida®, indicando uma ligacao fisiopatoldgica destas duas
desordens*®®. O sequenciamento de DNA de células HPN de pacientes com
anemia aplastica revela mutacdes clonais no gene PIG-A, sendo que muitos
pacientes apresentam expansdo do clone HPN e desenvolvem HPN clinica*. Ha
uma possivel explicacdo para a relacdo entre HPN e anemia aplastica que propde
gue as ceélulas-tronco hematopoiéticas adquirem mutacdes no gene PIG-A de forma
aleatéria e espontaneamente. Como na anemia aplastica, ocorre um ataque
imunoldgico, o qual atinge as células-tronco hematopoiéticas normais e poupa as
células HPN, podendo causar expansao clonal destas células mutadas*®®*.

Células deficientes em proteinas ancoradas ao GPl tem sido também

detectadas em pacientes com SMD**"*"_ A maioria dos estudos concorda que o
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clone HPN é mais detectados em pacientes com SMD que apresentam falha na
medula Ossea, logo, apresentam melhor progndéstico, pois a progressdo para
leucemia aguda é pouco frequente” . E ainda, mutagcdes no gene PIG-A podem
ser detectadas em individuos saudaveis*®. Estudo feito nos Estados Unidos, em
2005, encontrou mutacdes policlonais no gene PIG-A em células formadoras de
colénia de progenitores hematopoiéticos, sem envolvimento de linfocitos, de
individuos saudaveis. Em contrapartida, os pacientes com HPN apresentaram
mutacdes clonais envolvendo todas as linhagens celulares®. Com base nisso,
sugere-se que as mutacdes no gene PIG-A ocorridas em individuos saudaveis néo
sejam a nivel de célula-tronco hematopoiética, apenas a nivel de células
progenitoras diferenciadas, as quais ndo tem capacidade de auto renovacdo,

portanto as mutagées ndo se propagam®*>>.

DIAGNOSTICO POR IMUNOFENOTIPAGEM

Tradicionalmente o diagndstico de HPN era estabelecido pelo teste de Ham e
teste da sacarose, 0s quais eram baseados na sensibilidade aumentada dos
eritrécitos & hemdlise mediada pelo complemento’®”’. Entretanto estes testes nédo
eram sensiveis o0 bastante para detectar pequeno clone HPN e ainda tinham a
interferéncia de transfusées sanguineas’®.

Atualmente, a citometria de fluxo é o padréo ouro para avaliar a expressao de
proteinas ancoradas ao GPI para o diagnéstico de HPN, possibilitando identificar
com sensibilidade e especificidade pequenas populacdes de células com deficiéncia
nas proteinas ancoradas ao GPI em diversas linhagens celulares’®°%".

Apesar de a citometria de fluxo ser o padrédo ouro para diagndéstico de HPN,
ndo ha consenso em relacdo aos padrdes ou exigéncias, tampouco para 0S

0.74  por haver

marcadores utilizados para determinar o diagnéstico da doenca
diversos anticorpos monoclonais direcionados a diferentes proteinas ancoradas ao
GPI, os laboratérios ndo tem uma padronizacdo na selecdo dos anticorpos
utilizados para deteccéo de clone HPN®®.

Devido a necessidade de se padronizar o diagnéstico para HPN, a Clinical
Cytometry Society, na sua reunido anual, no ano de 2008, decidiu estabelecer
alguns consensos para os testes de HPN baseados na literatura e na pratica dos

autores presentes. Foi definido que a sensibilidade dos ensaios de rotina seria de
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1%, util nos casos de HPN classica, HPN subclinica e anemia aplastica. Os ensaios
de alta sensibilidade sdo aqueles capazes de detectar clone tdo pequeno quanto
0,01%, sendo ensaios mais dificeis e que exigem precaucdes especiais™.

Para o diagnostico definitivo de HPN é recomendada a utilizagdo de, no
minimo, 2 marcadores de proteinas de GPI de linhagens diferentes para excluir
possibilidade de deficiéncia hereditaria isolada de uma Unica proteina ancorada ao
GPI*9"79 e também para detectar clone HPN abaixo de 0,1%°.

Os pacientes com HPN apresentam células normais e células HPN e a
percentagem de células mieldides com deficiéncia das proteinas ancoradas ao GPI
é indicativo do tamanho do clone HPN>?,

Os eritrécitos HPN tem uma meia-vida reduzida devido a sua maior
sensibilidade a acdo do complemento, portanto, a percentagem de eritrocitos HPN
ndo corresponde ao tamanho do clone HPN na medula 6ssea. A analise dos
eritrocitos HPN tem utilidade para determinar o grau de deficiéncia das proteinas
ancoradas ao GPI*.

O grau de deficiéncia das proteinas ancoradas ao GPI se divide em 3 tipos:
células HPN tipo |, que expressam as proteinas normalmente; células HPN tipo I,
gue apresentam uma expressao reduzida das proteinas e células HPN do tipo I,
que sdo células com auséncia de todas as protefnas ancoradas ao GPI°2.

Devido ao fato de que o tempo de vida dos granulécitos com HPN é normal, é
possivel avaliar com mais precisdo o tamanho do clone HPN, o que torna a andlise
da expressdo de proteinas do GPI em granulécitos muito relevante®. A anélise de
linfécitos ndo é um bom parametro devido a sua meia-vida longa e a expressao
variavel de muitas proteinas ancoradas ao GPI destas células™.

Ao contrario dos anticorpos monoclonais, que se ligam a uma Unica proteina
ancorada ao GPIl, o FLAER (do inglés, Fluorescent Aerolysin, aerolisina
fluorescente) se liga seletivamente, com bastante afinidade na porcédo glicana do
GPI podendo detectar uma variedade de proteinas ancoradas ao GPI"*",

O FLAER é proveniente da bactéria Aeromonas hydrophila, sendo secretado
como uma pro-toxina inativa, proaerolisina, que se converte na forma ativa através
da remocgdo de um peptideo C terminal, gerando a aerolisina, que se liga as
estruturas da superficie celular, oligomeriza e forma canais de membrana que

resultam na lise celular®®. Ao contrario da aerolisina, a proaerolisina se liga aos
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receptores, mas devido a incapacidade de oligomerizar, ndo forma canais de
membrana®.

Como as células HPN sao deficientes em proteinas ancoradas ao GPI, elas se
tornam resistentes a toxina*®®!. E de grande utilidade para avaliar expresséo de
proteinas do GPI em leucécitos*’, permitindo com evidéncia, a discriminacéo clara
entre células normais e alteradas’® e tem a vantagem de nao sofrer interferéncia do
grau de maturacéo das células™.

Como o FLAER detecta a ancora GPI, ele permite avaliar qualquer linhagem
celular, com excecdo dos eritrécitos, porque eles ndo possuem as proteases

80,82

necessarias para processar a proaerolisina ou porgue os eritrocitos normais

tem grande quantidade de glicoforina, uma proteina que se liga fracamente a
aerolisina’®®

A utilizacdo de apenas o reagente FLAER j4 é de grande utilidade para
diagnéstico de HPN e sua combinacdo com anticorpos monoclonais direcionados as
proteinas ancoradas ao GPI proporciona ainda mais confiabilidade na deteccéo de
clone HPN subclinico’?®°,

Apesar de o FLAER comprovadamente auxiliar no diagnéstico de HPN,
discriminando evidentemente as células normais e células HPN, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ainda n&o registrou o reagente para uso no

Brasil’*.

3. JUSTIFICATIVA

Pelo fato de os equipamentos automatizados de plaquetaférese reterem uma
guantidade de leucdcitos por doacdo, ha uma preocupacdo quanto a imunidade do
doador de repeticdo devido as perdas de leucdcitos e suas possiveis consequéncias
em longo prazo. O FDA preocupou-se com esta questdo da imunossupressao e
publicou diretrizes, afirmando que quanto maior a quantidade de plaquetas doadas,
maior o tempo de intervalo entre as doacdes. No entanto, a legislacao brasileira
limita o numero de doagBes por ano para 24, independente da dose de plaquetas
doadas, 0 que pode expor mais ainda o doador a efeitos adversos em longo prazo.

Os efeitos da plaquetaférese de repeticdo sobre os leucécitos sdo pouco

conhecidos. O potencial de geracdo de clone HPN, a perda de proteinas de
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ancoragem e ativacdo neutrofilica decorrentes desse procedimento em doadores de
repeticdo nao foram previamente avaliados.

Até o momento, as questdes de seguranca relacionadas aos doadores de
plaguetaférese sdo mais direcionadas aos efeitos adversos de curto prazo, no
entanto, as possiveis consequéncias em longo prazo podem ir muito mais além do
que € demonstrado atualmente. Estas possiveis consequéncias em longo prazo
podem ser decorrentes dos efeitos metabdlicos cumulativos da doacédo de
plaquetaférese de repeticdo.

Com base nisso, torna-se importante o desenvolvimento do presente estudo,
onde, por meio dele, sera possivel avaliar se os estimulos repetitivos, no caso de
doadores de repeticdo de plaquetaférese poderia ter algum impacto em longo prazo
sobre a resposta fisiologica dos neutrofilos relacionado a sua ativagdo e
desenvolvimento de células com diminuigdo ou auséncia de proteinas GPI.

Ainda, o grande aumento da demanda de transfusdo de plaguetas por aférese
requer um numero maior de doadores disponiveis e garantir a seguranca e

integridade da saude do doador € fundamental neste processo.

4. MARCO TEORICO

Espera-se avaliar possiveis efeitos do processo de doacdo de plaquetaférese
de doadores de repeticdo, como ativacdo de neutrofilos e perda ou diminuicdo de

proteinas ancoradas ao GPI de mondécitos e neutrofilos e potencial clone HPN.



Doacédo de plaquetaférese de repeticédo

- Perda de leucécitos;
-Hiperestimulagdo medular /

maior propenséo a mutagdes

Ativacao de neutréfilos?

Testar marcadores FLAER e CD157

Testar CD64

-Auséncia ou presenca de

clone HPN e diminuicdo da
expressao de proteinas ancoradas
ao GPI?

- Ativacao de neutrofilos?

Figura 5. Esquema marco tedrico. Fonte: adaptado pela autora (2016).
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5. OBJETIVOS

5.10BJETIVO PRIMARIO

Avaliar possiveis efeitos do processo de doacdo de plaquetaférese nos

neutréfilos e mondcitos de doadores de plaquetaférese de repeticao.

5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Comparar quantidade de células com alteracdo de expressao de proteinas
ancoradas ao GPI e fend6tipo HPN entre doadores de plaquetaférese de repeticédo e
grupo controle (doadores de sangue total de primeira vez ou que ndo doam sangue
a, no minimo, um ano) pareados quanto a sexo e idade;

- Verificar se ha relacdo entre nimero de doacbes de plaguetaférese, dose
simples, dupla ou tripla, tempo de permanéncia no equipamento de coleta de
aférese, nimero de ciclos e células com fenotipo HPN;

- Verificar se h& ativagcdo dos granuldcitos decorrente da plaquetaférese

comparando os doadores de plaquetaférese de repeticdo e grupo controle.
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Abstract: Background: The collection of hemocomponents through apheresis
equipment has increased much in recent years, which is considered an advance in
transfusion medicine because it enables the withdrawal of one or more components
from a single donor, resulting in a standardized and high-quality hemocomponent.
Nonetheless, the intervals between the plateletpheresis donations are generally
short, which can cause loss of cells in each donation and potential dysregulation of
the hematopoietic system. What can also happen is a possible pathogenic effect
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after the transit of the cells through the apheresis equipment. In light of this situation,
there is the concern about whether that brings risks to the donor’s health, in the long
term. Thus, the objective of this study was to evaluate the reduction or the absence
of expression of some glycosylphosphatidylinositol-anchored (GPI-anchored)
proteins and the presence of PNH clone in repeated plateletpheresis donors. Study
design and methods: Case-control study using 44 samples of donors of repeated
plateletpheresis and 44 samples of donors of whole-blood donors as controls.
Peripheral blood samples were collected into tubes containing EDTA, marked with
CD157, CD45, CD64, CD10 and FLAER monoclonal antibodies, and analyzed by
flow  cytometry. Results: No alteration in the expression of
glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins was found. Conclusion: It is
suggested that repeated plateletpheresis donation does not alter the expression of
GPIl-anchored proteins and, likewise, does not generate PNH clone.

Key words: plateletpheresis, GPI, PNH, flow cytometry.

INTRODUCTION

The usage of platelets for transfusional purposes has been increasing and
improvements have been made in its withdrawal as well as in its storage, efficacy
and safety.! The new available technologies and the increase in medical and
surgycal indications for platelets transfusion have increased the use of
plateletpheresis?, since it is one of the hemocomponents highly required in blood
transfusion.®

The obtaining of hemocomponents through apheresis equipment has
increased much in the last years* and it is considered an advance in transfusional
medicine® because it enables the withdrawal of one or more components from a
single donor, resulting in a standardized and high-quality hemocomponent,>® with
good purity and consistent volumes.*?

Nonetheless, the literature shows some disadvantages such as: donors
availability,” some small risks and problems associated to the procedure® such as
extracorporeal circulation, platelet activation, citrate toxicity, hypocalcemia, exposure
to strange substances with risk of allergic reaction, immunodeficiency due to the loss

of cells®, neutrophil activation®.
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Several adverse effects in the short-term from the plateletpheresis process
are studied; data on the adverse effects in the long term, however, are far more
complex® and poorly explored.

The Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria (PNH) is an acquired disease™
triggered by the clonal expansion of hematopoietic stem-cells that presents a somatic
mutation in the PIG-A gene, which is in the X cromossome®! and codifies the N-
acetylglucosamine transferase enzyme, which is responsible for the synthesis of the
GPl-anchor.'*®® Due to this genetic alteration in the PIG-A gene and to the
consequent incapacity of producing a functional enzyme, there is a deficiency in the
GPI molecule’s synthesis, which causes a total or partial absence of GPI-anchored
proteins.*?

The proteins which are linked to the GPI perform several functions, like cell-
surface antigens, signaling receptors, migration molecules, enzymes, adhesion
molecules, complement-regulator proteins.***°

In theory, the whole-blood donation and plateletpheresis in the long-term
influences the stem-cells turnover; however, there are only few studies assessing if
the repetitive stimulation of the hematopoietic system can affect the turnover of
hematopoietic cells.®

One should not ignore the possible physiopathogenic effect of the cells’
transition through the apheresis equipment, which, by a mechanic effect, adsorption
or downregulation can occasion the loss of proteins of the cell membrane.

The aim of this study was to analyze if the repeated plateletpheresis donors
present an alteration of the expression of glycosylphosphatidylinositol-anchored

proteins and the presence of PNH clone.

MATERIALS AND METHODS
STUDY DESIGN, DONOR POPULATION AND DATA COLLECTION

Case-control study with 44 repeated plateletpheresis donors and 44 whole-
blood donors as controls, who fulfilled all the whole-blood and platelets donation
criteria according to the Portaria n° 158.'7 It was considered as a repeated
plateletpheresis donor the individuals that donated at least 4 times in the previous

year and whose last donations were 30 days or less prior to the study. For the control
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group, whole-blood donors with no previous history of whole-blood donation or
plateletpheresis or that had donated more than one year before the study were
matched by age and sex with the repeated plateletpheresis donors. The
plateletpheresis collection was performed in the COBE Spectra and Haemonetics
MCS+ equipment.

Data of the donors (sex, age, ethnicity, ABO/RhD type, number of donations in
the previous year, last donation, number of cycles and collection length) were
obtained through the software of the Hemotherapic Service (Servico de
Hemoterapia) of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). It was also
confirmed if the whole-blood donors had not donated whole-blood or platelet in a
different place. The protocol was approved by the Committee for Ethics in Research

(Comité de Etica em Pesquisa).

SAMPLES

Aliquots of 1 mL were obtained from all the donors included in the study and
were placed in an EDTA tube prior to any manipulation of the sample by the
haemotherapy service. The aliquots were stored in room temperature and sent to the
HCPA'’s Personalized Diagnosis Unit (Unidade de Diagnéstico Personalizado), in no

more than 6 hours, for the performance of the tests.

FLOW CYTOMETRY

The peripheral blood samples were analyzed by flow cytometry using the
FACSCanto Il (Becton Dickinson. San Diego, CA), marked with these monoclonal
antibodies: anti-CD157-PE (SY11B5), CD45-PerCP (MEM-28), CD64-PE-Cy7 (10.1),
CD10-APC-Cy7 (MEM-78) (Exbio, Praga, Czech Republic) e FLAER-Alexa 488
(FL1S, liquid) (Cedarlane, Ontario, Canada).

For the leucocytes analysis, 100 uL of whole-blood were added to the FLAER
and monoclonal antibodies, incubated for 20minutes at room temperature and
protected from the light. After this incubation time, 2 mL of FACSLYSE (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA) were used for erythrocytes lysis, and it was

incubated for 10 minutes at room temperature, protected from the light. Finally, the
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samples were centrifuged, washed once and resuspended with phosphate buffered
saline (PBS).

FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS

Event acquisition was made by the flow cytometer FACSCanto Il (Becton
Dickinson. San Diego, CA) using the FACSDiva software (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA) and the analysis, by the Infinicyt software (Cytognos, Salamanca,
Spain). The number of events acquired was 300.000 for leucocytes.

Neutrophils were selected through the expression of CD45 positive, CD64
weak or negative, CD10 positive and through the side scatter (SSC) and forward
scatter (FSC), which analyze cell’s granularity and size, respectively.

Monocytes were identified through CD45 positive, CD64 strong, CD10
negative and through the SSC and FSC parameters.

Definition of PNH clone and PNH-phenotype cells was characterized by the
absence or decrease of CD157 and FLAER expression in monocytes and
neutrophils, given that detection’s sensitivity was of 0,01% (1 in every 10.000

analyzed cells).

STATISTICS

Quantitative outcomes were analyzed according to the sample’s distribution:
normal, T-test for paired samples and Wilcoxon Test for asymmetric samples. Data
was presented as mean values with confidence intervals of 95% (CI) or median, with
interquartile intervals 25 and 75. The SPSS computer program (version 20.0) was
used for data processing and analysis.

RESULTS

Cases and controls were paired according to sex and age, where 36 (81,8%)
were male and 8 (18,2%) were female in each group. When age was considered, the
mean of cases was of 46,55 + 13,27 years and the mean of controls was of 47,68 +
11,31 years (Table 1).
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Table 1. Demographic data: cases and controls

Variable Case Control P
Gender
Male 36 (81,8%) 36 (81,8%)
Age (years) 46,55 + 13,27 47,68 £11,31
Ethnicity 39 (88,6%) 40 (90,9%) 0,27
White 0 (0%) 2 (4,5%)
Black 5 (11,4%) 2 (4,5%)
Others
Blood group ABO
A 13 (29,5%) 23 (52,3%)
B 3 (6,8%) 3 (6,8%) 0,13
AB 4 (9,1%) 1 (2,3%)
O 24 (54,4%) 17 (38,6%)
RhD
Positive 41 (93,2%) 33 (75%) 0,04
Negative 3 (6,8%) 11 (25%)
Donation media (last 6,67 N&o se aplica
year)

The groups were compared concerning the analysis of the expression of GPI-
anchored proteins; it was observed, though, that both the 44 repetition
plateletpheresis donors as well as the 44 whole-blood control donors did not present

either PNH clone neither cells with PNH phenotypes (rare) (Figure 1).
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Figure 1. Analysis of FLAER x CD157 in neutrophils (image on the left)
and monocytes (image on the right).
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DISCUSSION

Due to the fact that in every plateletpheresis a great amount of leucocytes is
lost, which varies from 3 x 10° e 10 x 10° cells'®, it is asked if there can be an
immunosuppression resulting from this cellular loss. Considering that there is a daily
rate of leucocyte production, the loss of cells in platelet donation can be irrelevant for
the hematopoietic system, thus the sum of losses resulting from each donation can
be equivalent to years of production of blood cells.*®

As well as it is suggested that there can be a thrombopoietic exhaustion

1819 in a context of reduction of the

related to repetitive plateletpheresis donation,
medullar capacity of compensating cell counts in the blood stream and recovering
from the stress caused by the platelet donation,™ the same can happen with the
other cells of the hematopoietic system.

Hematopoiesis is characterized by a continuous turnover triggered by the
replication of hematopoietic stem-cells. Every time that the hematopoietic cells
replicate there is a small risk of acquiring DNA mutations which can lead to genetic
disorders such as PNH.?° In a context in which the bone marrow tries to compensate
cell loss during each plateletpheresis, there can be a hyper stimulation of it,
increasing the chances of acquiring mutations.

In 2003, a study in Germany approached the hypothesis that, if the repetitive
stimulation of the hematopoietic system induced by the plateletpheresis and whole-
blood could affect the hematopoietic stem-cells’ turnover. The data showed that there
is no alteration in the turnover of hematopoietic stem-cells of repetitive
plateletpheresis and whole-blood donors when compared to controles.®
Nevertheless, there are no data to compare, since studies that address this question
as well as addressing damage to repetitive donors are scarce.

The first equipment of plateletpheresis to be used were held responsible,
partially, for the decrease of hematocrit and hemoglobin of donors due to the
pressure of the circuit’'s bombs which, by a mechanical effect, cause red blood cells’
hemolysis.?* And yet, it is known that the plastic used in the plateletpheresis circuit
adsorbs high amounts of proteins, including the ones of higher molecular weight,
such as the IgG immunoglobulin®?. So, the present study evaluated the absence or
decrease of GPl-anchored proteins in repeated plateletpheresis donors, and it is the

first one with this intention.



48

In order to detect small PNH populations, a high-sensitivity (0,01%) method
was employed together with the FLAER, which connects to the GPI anchor with high
affinity, clearly identifying PNH cells from the normal ones, helping the PNH
diagnosis much. Of all the repeated plateletpheresis donors evaluated, no one
presented absence or decrease of GPIl-anchored proteins. A limiting factor of the
study can be the fact that the donor which has donated by plateletpheresis at least 4
times in the past year; however, it was not evaluated how long he or she had been a
repeated plateletpheresis donor.

According to the data in this work, it is suggested that the procedure of
repetitive plateletpheresis donation does not alter the expression of GPIl-anchored
proteins and does not generate PNH clone, thus being a safe procedure for the

donor in this aspect.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho apresentado foi o primeiro estudo delineado com o intuito de avaliar a
auséncia ou diminuicdo das proteinas ancoradas ao GPI e potencial clone HPN em
doadores de plaquetaférese de repeticdo. Com o propdsito de detectar pequenas
populacdes HPN, foi utilizado método de alta sensibilidade (0,01%) juntamente com
o FLAER, que se liga com alta afinidade na ancora GPI, claramente identificando
células HPN de células normais, auxiliando bastante no diagndstico de HPN.

De todos os doadores de plaquetaférese de repeticdo avaliados, nenhum
apresentou auséncia ou diminuicdo de expressao de proteinas ancoradas ao GPI.
Logo, sugere-se que o procedimento de doacdo de plaquetaférese de repeticdo nao
altera a expressdo de proteinas ancoradas ao GPIl nem gera clone HPN, sendo
considerado um procedimento seguro para o doador neste aspecto. Cabe ressaltar
gue poderia ser realizado um estudo de corte, avaliando o doador no primeiro
momento em que ele inicia as doac¢fes de plaguetaférese e acompanhéa-lo ao longo
dos anos com intuito de verificar se 0 mesmo ja possuia clone HPN antes de ser
doador de repeticado e se vai adquirir ao longo dos anos, decorrente do processo de
doacdo. Um fator limitante do estudo pode ser o fato de que foi incluido o doador
gue tenha doado plaquetaférese no minimo quatro vezes no ultimo ano, entretanto
nao foi avaliado ha quanto tempo ele é doador de plaquetaférese de repeticao.

De acordo com a literatura, os neutréfilos sdo ativados na doacdo de
plaguetaférese por estarem expostos a um circuito extracorporal e pela adsorcdo de
proteinas pelo plastico da bolsa. Com isso, este estudo teve o intuito de verificar se
a expressdo basal do CD64, que € considerado um marcador de ativacdo
neutrofilica, se mantém aumentada nos doadores de plaquetaférese de repeti¢édo, no
sentido de avaliar os efeitos metabdlicos cumulativos da doacao de plaquetaférese
de repeticdo. No entanto, foi observado que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os doadores de plaquetaférese de repeticdo e os doadores de
sangue total controle. Os dados sugerem que o basal de CD64 néo se altera devido
a exposicao do doador a doacado de plaguetaférese de repeticao.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Mesmo com a existéncia de diretrizes que protejam a saude do doador de
plaquetaférese, a preocupacdo maior € relacionada aos efeitos adversos a curto
prazo. No entanto, € interessante analisar os efeitos cumulativos em longo prazo
decorrentes da doacdo de plaquetaférese de repeticdo. Com a crescente demanda
transfusional de plaguetas, especialmente de plaguetaférese, é necessario um
namero cada vez maior de doadores disponiveis e garantir a seguranca e

integridade da saude do doador é fundamental neste processo.
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